食道内腔で発生する活性酸化窒素種の食道粘膜上皮防御機構に対する影響:Ussing chamber モデルを用いた検討 by 伊藤  博敬
食道内腔で発生する活性酸化窒素種の食道粘膜上皮
防御機構に対する影響:Ussing chamber モデルを用
いた検討
著者 伊藤  博敬
学位授与機関 Tohoku University
URL http://hdl.handle.net/10097/48133
1 
 
博士論文 
 
食道内腔で発生する活性酸化窒素種の食道粘膜上皮防御機構に対する影響 
：Ussing chamber モデルを用いた検討 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
東北大学大学院医学系研究科 医科学専攻 
内科病態学講座 消化器病態学分野 
伊藤 博敬 
2 
 
 
要約 
研究背景 
食道粘膜上皮の細胞間隙拡大（Dilation of intercellular spaces：DIS）は、胃食道
逆流症患者において最も早期に認められる組織学的変化と考えられている。ヒトの胃
食道接合部では、食物中に含まれる硝酸塩が唾液腸管再循環を経て、管腔内で一酸化
窒素（NO）を含む活性酸化窒素種（RNOS）が産生される。胃食道逆流を伴う場合
では、管腔内における RNOS の発生部位は胃食道接合部から下部食道へ移動するこ
とが報告されている。 
 
研究目的 
ラット食道粘膜上皮を管腔内で産生された RNOS へ暴露させ、RNOS が食道粘
膜上皮の細胞間隙拡大と食道粘膜上皮の防御機構へ及ぼす影響を検討した。 
 
研究方法 
ex vivo の実験として、Ussing chamber を用いてラット食道粘膜上皮の防御機構
に対する RNOS 暴露の影響を検討した。電気生理学的傷害の指標である粘膜抵抗、
マンニトールを用いた粘膜上皮透過性の変化を検討した。亜硝酸塩は酸性条件下で
種々の RNOS へ返還されることが知られている。Ussing chamber の管腔側は各種
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条件の溶液（Krebs buffer 、pH 1.5 塩酸のみ、pH 1.5 塩酸と亜硝酸塩 1.0 mM 、
pH 1.5 塩酸と亜硝酸塩 5.0 mM）を還流した。Ussing chamber を用いた検討終了
後、電子顕微鏡を用いて食道粘膜上皮を観察し、細胞間距離を測定した。in vivo の
実験として、ラット食道内にチューブを留置し、各種条件の溶液を還流した。還流後、
電子顕微鏡を用いて食道粘膜上皮を観察し、細胞間距離を測定した。 
 
研究結果 
ex vivo の実験においては、pH 1.5 塩酸のみの群では粘膜抵抗の低下、粘膜上皮透
過性の亢進を認めたが、食道粘膜上皮の DIS は認められなかった。pH 1.5 塩酸と
亜硝酸塩群では、pH 1.5 塩酸のみの群と比較して、更なる粘膜抵抗の低下、粘膜上
皮透過性の亢進と食道粘膜上皮の DIS が認められた。特に、pH 1.5 塩酸と亜硝酸
塩 5.0 mM 群では、粘膜抵抗、粘膜上皮透過性、細胞間距離のいずれにおいても pH 
1.5 塩酸のみの群と比較して有意な変化を認めた。in vivo の実験においても、pH 1.5 
塩酸のみの群では食道粘膜上皮の DIS は認められなかったが、pH 1.5 塩酸と亜硝
酸塩群では細胞間距離が有意に拡大し、食道粘膜上皮の DIS が認められた。 
 
結論 
本検討の結果より、ヒトにおいて胃食道逆流を伴う場合に唾液中の亜硝酸塩から産
生される RNOS は食道粘膜上皮の DIS 形成の原因となる管腔内因子の一つである
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可能性が示唆された。 
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研究背景 
GERD（Gastroesophageal reflux disease：胃食道逆流症）は、酸・ペプシン・胆
汁酸などを含んだ胃内容物が食道へと逆流し、食道粘膜と接触することによって引き
起こされる疾患である。GERD はその症状や内視鏡所見、pH モニタリングの結果
によりいくつかに分類されるが、GERD のうち内視鏡検査にて明らかな糜爛や潰瘍
といった粘膜傷害を認めないものは NERD（Non-erosive gastroesophageal reflux 
disease：非糜爛性胃食道逆流症）と分類されている。近年、電子顕微鏡を用いたヒ
ト食道粘膜での検討では、NERD 患者において食道粘膜上皮の  DIS（Dilated 
Intercellular Spaces：細胞間隙拡大）が観察されること 1) - 6) 、また DIS は酸逆流
によって生じる、最も早期に認められる食道粘膜上皮の傷害であることが報告された 
1) 。加えて、食道粘膜上皮の DIS 存在下に食道内へ逆流した胃酸（水素イオン）が
細胞間へ浸透し、化学知覚受容体を活性化することが可能となると考えられており、
NERD 患者における食道の内臓知覚過敏の原因の一部を担っている可能性が考えら
れている 7), 8) 。 
食道粘膜上皮の DIS を発生させる因子として、動物モデルでの検討結果 9) – 12) よ
り胃酸と食道粘膜上皮との接触が重要であることが示されている。近年、酸をヒト食
道内に潅流し、食道に暴露させた実験においても、食道粘膜上皮の DIS 発生が認め
られたとの報告がある 13) 。また、NERD 患者に対してプロトンポンプ阻害剤投与
による胃酸分泌抑制治療を行ったところ、食道粘膜上皮の DIS が改善したと報告さ
れている 3) 。これらの報告より、食道内へ逆流した胃酸は食道粘膜上皮の DIS 発
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生における中心的な役割を果たしていると考えられている。さらに、近年の動物実験
による検討では、ペプシン 14) 、胆汁酸 15), 16) 、エタノール 17) 、急性精神的ストレ
ス 18) といった因子は酸の存在下において食道粘膜上皮の DIS 発生に際して相加的
な効果を及ぼすことが報告されている。 
硝酸塩を多く含む食物を摂取すると、消化管から吸収された硝酸塩は唾液中に再分
泌され、腸管内循環（entero-salivary re-circulation of dietary nitrate）する結果、
数時間にわたり持続的に唾液中に高濃度の亜硝酸塩が分泌される 19), 20)  。ヒトにお
いては、硝酸塩を多量に含む食物を摂取した後では唾液中の亜硝酸塩の濃度は 2 ～ 
5 mM まで上昇することが報告されている 21) – 24) 。近年の一連の検討では、唾液と
ともに嚥下された亜硝酸塩は、管腔内 pH が急激に強酸性に変化する地点である胃
食道接合部において化学反応し、ただちに HNO2（Nitrous acid：亜硝酸）へ変換さ
れ、その後 NO（Nitric Oxide：一酸化窒素）、NO2（Nitrogen dioxide：二酸化窒
素）、N2O3（dinitrogen trioxide：三酸化二窒素）、N2O4（dinitrogen tetroxide：
四酸化二窒素）を含む RNOS（reactive nitrogen oxide species：活性酸化窒素種） へ
と還元される 25) – 28) 。健康な胃では胃酸分泌に伴ってアスコルビン酸（還元型ビタ
ミン C ）も能動的に胃液中に分泌されることが知られている。十分量のアスコルビ
ン酸存在下では、亜硝酸塩は優位に NO へと変換される 29) 。また Asanuma 、Ara 
らはラット動物モデルを用いて、管腔内で発生した RNOS 、とくに NO が周囲組
織へ高濃度に拡散し 21), 30) 、胃単層円柱上皮の tight junction を傷害し胃粘膜上皮
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の防御機構を障害させることを報告した 31) 。ヒトにおいては、RNOS は胃の最も
近位側である胃噴門部に優位に存在することより 25), 32) 、管腔内で発生した RNOS 
は噴門部における腸上皮化生や炎症の発生と臨床的な関係をもつ可能性が示唆され
ている 27), 31) 。 
NO は唾液中の亜硝酸塩が胃酸と最初に接触する部位で発生するので、胃酸が食道
に逆流する症例では NO の発生部位は胃食道接合部から下部食道に移動することが
確認されている 33) 。ゆえに、管腔内で発生した RNOS は下部食道で起こる様々な
疾患の病態生理と関連している可能性があると考えられる。食道重層扁平上皮と胃単
層円柱上皮の組織構造は形態学的に大きく異なっている。しかしながら、いずれの上
皮においても、程度の違いはあるが、tight junction は上皮の防御機構を構成する上
で重要な役割を果たしていると考えられる 34), 35) 。故に、管腔内で発生した RNOS 
は単層円柱上皮の場合と同様に食道扁平上皮の paracellular junctional complex を
傷害し、最終的には DIS の発生に関与している可能性があるという仮説が考えられ
た。  
本研究の目的は、食道上皮に対する RNOS の暴露が食道粘膜上皮防御機構と DIS
発生に及ぼす影響を、ラット ex vivo Ussing chamber モデルと in vivo 暴露モデル
を用いて検討することである。  
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研究方法 
本研究において使用した動物種は体重約 250 g の雄性 Wistar ラット 8 週齢（日
本クレア、東京）であり、全ての実験において「動物の保護および管理に関する法律」
（昭和 48 年制定）及び「動物実験の飼養及び保育に関する基準」（昭和 55 年制定）
を遵守し、東北大学動物実験施設基準審査委員会の承認を得て行った（承認番号 20 
病動 - 6）。各種測定項目ならびに各種溶液条件につき、それぞれ異なるラット標本
を用いて検討した。 
 
Ussing chamber system 
24 時間絶食、自由飲水可としたラットに対し、エーテルによる吸入麻酔及びウレ
タン 1.0 ml 腹腔内注射による十分な麻酔を施行した後、頸椎脱臼にて屠殺した。胸
部から腹部に渡り正中切開を施行し、食道を確認した。食道の口側は頸部食道で切
断、肛門側は胃食道接合部で切断し、速やかに食道を摘出した。摘出した食道を切
開し、氷冷され十分に酸素化された Krebs buffer （組成：Na+ 152 mM 、K+ 2.5 mM 、 
Ca2+ 2.5 mM 、Mg2+ 1.2 mM 、Cl- 136 mM 、HCO3- 25 mM 、PO4 3- 1.2 mM 、
glucose 11 mM)で満たされたトレイ内で洗浄し、内容物を除去した。 食道は管腔面
（粘膜面）をトレイ側に向けピンで固定し、筋層側をピンセットで把持し、粘膜下
層とともに粘膜面より剥離した。残った粘膜のうち、中部食道付近が開口部（面積 
0.33 cm2）に接するように Ussing chamber（World Precision Instruments Inc., 
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Sarasota, FL, USA）へ装着した 31） 。チャンバーの両側には、寒天で架橋した電
圧電極と電流電極（World Precision Instruments Inc., Sarasota, FL, USA）をそれ
ぞれ1本ずつ取り付け、チャンバー内の溶液はそれぞれ独立して潅流できる循環リザ
ーバーに接続し、95 % O2 / 5 % CO2 の混合ガスを用いた gas lift system で循環さ
せた。循環リザーバーは内筒と外筒に分かれており、内筒内はチャンバーからの溶
液を潅流、外筒内は 37 度の恒温水槽に接続して循環させた。 
 
電気生理学的測定 
測定装置（EVC-4000；フィジオテック、東京）にて静止膜電位（PD：potential 
difference）を測定、粘膜抵抗は 10 μA の電流を流した際の電位変化を測定し、オ
ームの法則を用いて単位面積あたりの抵抗（Ω・cm2）を算出した。粘膜抵抗は粘膜
の統合性を反映し 14) 、細胞膜が構成する膜抵抗（membranous resistance）と細胞
間結合装置である tight junction が構成する shunt R（shunt resistance）の 2 つ
の要素で構成されている。Ussing chamber に食道粘膜上皮を張り付けた後、管腔
側と基底側の両側を Krebs buffer で 60 分間潅流し、PD を測定した。PD が 1 
mV 未満の食道粘膜上皮は傷害があると判断し実験より除外した。その後、基底側
はそのまま Krebs buffer を潅流、管腔側は Krebs buffer 、塩酸を用いて pH 1.5 
に調整した生理食塩水、pH 1.5 塩酸と亜硝酸塩 1.0 mM 溶液、pH 1.5 塩酸と亜硝
酸塩 5.0 mM 溶液を潅流した。電気生理学的な測定は 15 分ごとに 180 分間行っ
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た。Ussing chamber モデル自体が外界に対して開放系であり、産生された NO な
どの RNOS が大気中に放散し溶液中の亜硝酸塩濃度が低下してしまう恐れがある
ため、30 分毎に両側の溶液を全て交換した。RNOS による影響を確認するため、
RNOS の産生しない条件下での実験として管腔側に pH 7.4 の Krebs buffer を用
いた中性条件で亜硝酸塩 5.0 mM 溶液を潅流させる実験、pH 1.5 塩酸と酸性条件
下でも安定である硝酸塩 5.0 mM 溶液を潅流させる実験でも同様に電気生理学的
測定を行った。各種溶液条件につき、ラット 5 匹ずつの検討を行った。抵抗値の変
化は、各種溶液条件間の経時的変化を比較検討しやすくするため、測定開始時点で
の抵抗値に対する変化率で表した。 
 
粘膜上皮透過性の測定 
マンニトールは食道粘膜上皮透過性の測定に用いられている。上記の手順にてラッ
ト食道粘膜上皮を Ussing chamber へ装着したのち、10 mM の濃度に調整した放射
線同位元素で標識されていないマンニトールと、3H で標識されたマンニトール（MP 
Biomedicals, Inc., California, USA）10 μCi を Ussing chamber の管腔側に潅流し
た 31) 。初めに Ussing chamber の管腔側より 0.2 ml の溶液を採取し、その後は 
Ussing chamber の基底側から 30 分ごとに  0.2 ml 溶液を採取した。Ussing 
chamber の管腔側、基底側の溶液量は、Krebs buffer を適宜加えることで等量を維
持した。Ussing chamber より採取された溶液を 5 ml の溶液カクテル（ACS-II ; GE 
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Healthcare Bio-Sciences Corp., New Jersey, USA）中へ混合し、液体シンチレーシ
ョンカウンター（BECKMAN LS-6500; Beckman Coulter Inc., California, USA）を
用いて dpm（disintegrations per minute：壊変毎分）を測定した。各種溶液条件に
つき、ラット 5 匹ずつの検討を行った。粘膜上皮透過性は 30 分毎に 2 回ずつ溶液
を採取し、2 回の dpm の平均値を用いて算出し、nmol / cm2 として表した。 
 
形態学的分析 
Ussing chamber を用いて各種還流条件に暴露した後、光学顕微鏡と電子顕微鏡を
用いて食道粘膜上皮の組織障害と細胞間隙拡大の有無を検討した 16), 18) 。食道粘膜上
皮のうち、Ussing chamber の開口部に接していた部分を切除後、2.5 % グルタール
アルデヒドを用いて食道上皮組織を固定し、リン酸バッファーを用いて洗浄した。光
学顕微鏡による観察は、組織をパラフィンに包埋後、薄切しトルイジンブルーを用い
て染色した。電子顕微鏡での観察の為、組織を 4 °C にて 1 % 四酸化オスミウムで
後固定、上昇アルコール系列で脱水、エポキシ樹脂に包埋、超薄切し、酢酸ウランを
用いて染色し標本を作製した。標本を H-7100 (HITACHI, 東京) 電子顕微鏡を用い
て観察、撮影した 2) 。電子顕微鏡での観察では、各種溶液条件につきラット 3 匹を、
ラット 1 匹につき 3 部位を倍率 1000 倍、2000 倍で観察、撮影した。ヒトにおい
ては、食道粘膜上皮の DIS は食道粘膜上皮の最も管腔側である角質層ではなく、基
底層、もしくは有棘層に優位に存在することが報告されている 36) 。また、今まで報
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告されたラットを用いた動物実験での結果 12), 16) では、食道粘膜上皮の DIS 発生は
ほぼ全ての例で基底側の数層に認められ、角質層には認められなかった。以上より、
細胞間距離は主に基底層から 3 ~ 5 層付近を観察し撮影した。各撮影部位において、
無作為に 10 本の直線を細胞間に引き細胞間距離を測定した。測定には画像分析ソフ
トウェアである Image J（National Institutes of Health, USA）を用いた。つまり、
各種溶液条件につき、90 箇所ずつ測定したことになる。細胞間距離の測定は、管腔
側に潅流した溶液の条件を知らされていない実験者 3 名により行われた。 
 
In vivo における暴露実験 
ラットに対してエーテルによる吸入麻酔及びウレタン 1.0 ml 腹腔内注射による
十分な麻酔を施行した後、25 °C 室温条件下で背板の上に背臥位にて頭部を約 30 度
挙上した体勢で固定した。2 本の径 0.61 mm ポリエチレンチューブ（Becton 
Dickinson, Franklin Lakes, NJ） を、チューブ先端が中部食道に存在するように経
口的に挿入し固定した。チューブの一方からは Krebs buffer 、pH 1.5 塩酸、pH 1.5 
塩酸と 10.0 mM に調整したアスコルビン酸溶液を潅流した。もう一方のチューブよ
り Krebs buffer もしくは 5.0 mM に調整した亜硝酸塩溶液を潅流した。この実験
では、還元剤であるアスコルビン酸溶液を潅流することにより、亜硝酸塩を食道内で 
NO へと変換させることが可能である 29) 。溶液潅流速度は 0.8 ml / hr とし、ex 
vivo における検討結果と比較する為に暴露時間は 3 時間とした 31) 。潅流後、食道
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を速やかに摘出し、筋層と粘膜下層を除去した。各種溶液条件につきラット 3 匹ず
つ、計 12 匹のラットを用いて検討した。また光学顕微鏡と電子顕微鏡を用いた組織
学的検討の為、Ussing chamber での実験時と同様の方法で標本を作製し、ex vivo で
の検討と同様に、各種溶液条件につき 90 個所の測定を行い、比較検討した。細胞間
距離の測定は、管腔側に潅流した溶液の条件を知らされていない実験者 3 名により
行われた。 
 
統計 
本実験で得られた結果は、電気生理学的測定ならびに粘膜上皮透過性の測定で各群
につきラット 5 匹の平均プラスマイナス標準偏差で、形態学的分析ならびに in vivo 
における暴露実験では各群につきラット 3 匹（ 90 箇所）の平均プラスマイナス標
準偏差で表記し、各群間の比較検討は一元配置分散分析と unpaired t - test による
統計解析を行った。評価は P 値が 0.05 未満で有意とした。
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研究結果 
粘膜抵抗値の変化 
各種溶液への暴露による抵抗値の変化を Figure 1 に示した。Krebs buffer 群では、 
実験期間中を通して抵抗値はほぼ一定であった。その他の全ての群では、抵抗値は実
験開始 15 分後より速やかに低下し、Krebs buffer 群と比較して有意に低下してい
た （p < 0.001）。pH 1.5 塩酸群では、実験開始 180 分後において、抵抗値は実験
開始時より 34 % 低下していた。pH 1.5 塩酸と亜硝酸塩 1.0 mM 群では、実験開
始 180 分後において、抵抗値は実験開始時より 39 % 低下していたが、pH 1.5 塩
酸のみの群と比較して有意な差を認めなかった。pH 1.5 塩酸と亜硝酸塩 5.0 mM 群
では、抵抗値は徐々に低下しており、pH 1.5 塩酸のみの群と比較して、抵抗値は実
験開始 105 分後以降で有意に低下していた。最終的に、抵抗値は実験開始 180 分
後で実験開始時より 45 % 低下しており、pH 1.5 塩酸のみの群と比較して有意な差
を認めた（p < 0.01）。一方で RNOS を産生しない条件として、中性の pH 7.4 で
亜硝酸塩 5.0 mM を暴露した群、pH 1.5 塩酸と硝酸塩 5.0 mM 群では抵抗値の低
下は認められなかった。 
 
粘膜上皮透過性の変化 
各種溶液への暴露による、マンニトールの粘膜上皮透過性の変化を Figure 2 に示
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した。Krebs buffer 群では、実験期間を通してマンニトールの透過は全く検出され
なかった。その他の全ての群では、粘膜上皮透過性は Krebs buffer 群と比較して有
意に亢進していた。pH 1.5 塩酸のみの群では、実験開始 180 分後において、粘膜上
皮透過性はわずかしか亢進せず、9.7 ± 1.0 μmol / cm2 であった。pH 1.5 塩酸と亜硝
酸塩 1.0 mM 群では粘膜上皮透過性は徐々に亢進し、実験開始 180 分後において 
19.2 ± 9.8 μmol / cm2 であった。pH 1.5 塩酸と亜硝酸塩 5.0 mM 群では、実験開始 
180 分後において、粘膜上皮透過性は 96.5 ± 35.4 μmol / cm2 と著明に亢進してお
り、これは pH 1.5 塩酸のみの群と比較して有意に亢進していた（p < 0.01）。 
 
組織学的所見 
光学顕微鏡を用いた観察では、いずれの群においても食道粘膜上皮に糜爛や細胞壊
死などの形態学的傷害は認められず、食道粘膜上皮に明らかな傷害はないと思われた。 
電子顕微鏡を用いた観察の結果を Figure 3 と Figure 4 に示した。Krebs buffer 群
と pH 1.5 塩酸のみの群では、細胞間距離はほぼ同程度と思われ、細胞間距離の実測
値はそれぞれ 475 ± 100 nm、473 ± 52 nm であった。pH 1.5 塩酸と亜硝酸塩群で
は、食道粘膜上皮の細胞間距離が拡大しており、その変化は特に食道粘膜上皮の基底
層に強く認められた。pH 1.5 塩酸と亜硝酸塩 1.0 mM 群では細胞間距離は 651 ± 
86 nm、亜硝酸塩 5.0 mM 群では細胞間距離は 805 ± 152 nm であり、いずれも 
Krebs buffer 群（p < 0.01）、pH 1.5 塩酸のみの群 （p < 0.01）と比較して有意に
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拡大していた。さらに、pH 1.5 塩酸と亜硝酸塩 5.0 mM 群では、亜硝酸塩 1.0 mM 
群と比較しても細胞間距離が有意に拡大していた（p < 0.01）。以上の電子顕微鏡を
用いた観察結果より、酸と亜硝酸塩を同時に暴露することが食道粘膜上皮の細胞間隙
を拡大させている可能性が示唆された。 
 
in vivo での実験 
光学顕微鏡を用いた観察では、いずれの群においても食道上皮の糜爛や壊死のよう
な形態学的変化は認められなかった。電子顕微鏡を用いた観察結果を Figure 5 と
Figure 6 に示した。細胞間距離は Krebs buffer 群では 472 ± 62 nm、pH 1.5 塩酸
のみの群では 480 ± 67 nm であり、両群間における細胞間距離に有意な差は認めら
れなかった。pH 1.5 塩酸と亜硝酸塩 5.0 mM 群では、食道上皮の細胞間距離拡大を
認めた。この変化は特に食道粘膜上皮基底層に認められた（Figure 5）。pH 1.5 塩
酸と亜硝酸塩 5.0 mM 群では、細胞間距離は 621 ± 87 nm であった。pH 1.5 塩酸と
亜硝酸塩 5.0 mM、アスコルビン酸 10.0 mM を加えた群では、細胞間距離は 646 ± 
93 nm であり、いずれも Krebs buffer 群（p < 0.01）や pH 1.5 塩酸のみの群（p < 
0.01）と比較して、有意に拡大していた。しかし、pH 1.5 塩酸と亜硝酸塩群と、そ
れにアスコルビン酸を加えた群では、細胞間距離に有意な差は認められなかった。以
上の結果より、酸と亜硝酸塩を同時に潅流することにより、アスコルビン酸の有無に
かかわらず食道粘膜上皮の DIS を発生した可能性が考えられた。
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考察 
本研究では、Ussing chamber を用いた ex vivo の実験で、Ussing chamber の管
腔側に pH 1.5 塩酸と亜硝酸塩（特に 5.0 mM）を同時に潅流することにより、食道
粘膜上皮の粘膜抵抗の有意な低下と粘膜上皮透過性の有意な亢進を認めた。食道粘膜
上皮の intercellular junctional complex の傷害は、最終的に電子顕微鏡を用いた観
察で確認された食道粘膜上皮の DIS 発生という明瞭な形態学的変化を引き起こし
たと考えられた。in vivo の実験においても、酸と亜硝酸塩溶液を同時に潅流するこ
とにより、食道粘膜上皮の DIS 発生が確認された。十分な酸性条件下においては、
亜硝酸塩は種々の RNOS へ化学的に変換されることが報告されている 25) – 28) が、
本研究の結果は、食道粘膜上皮の防御機構が食道内腔で産生された RNOS に対して
感受性を示し、結果として DIS が発生した可能性を初めて報告したものである。 
今までのウサギ食道粘膜上皮を用いた Ussing chamber モデルによる報告とは異
なり 9) – 12) 、本研究では pH 1.5 塩酸のみの群をラット食道粘膜上皮の粘膜側に潅流
した場合、粘膜抵抗や粘膜上皮透過性の変化は小さく、食道粘膜上皮の DIS 発生は
認められなかった。この結果は、近年報告されたラット食道粘膜上皮を用いた検討 18) 
での結果と同様であり、妥当な結果であると考えられた。この原因として、動物種に
より食道粘膜上皮の酸暴露に対する感受性が異なることが考えられた。  
本研究では、食道上皮防御機構の障害を、電気生理学的指標である粘膜抵抗とマン
18 
 
ニトールに対する上皮透過性という観点から評価した。いずれの測定項目においても、
十分な酸性条件下における亜硝酸塩への暴露が食道粘膜防御機構を障害したことが
確認された。特に亜硝酸塩 5.0 mM 群では、粘膜抵抗の低下と比較して上皮透過性
の亢進が認められたが、粘膜抵抗は粘膜の統合性を反映し 14) 、細胞膜が構成する膜
抵抗（membranous resistance）と細胞間結合装置である tight junction が構成する 
shunt R（shunt resistance）という 2 つの要素で構成されているのに対し、マンニ
トールに対する上皮透過性は paracellular pathway の定量的評価であることが原
因として考えられた。 
今までの食道粘膜上皮の DIS に関する研究では、種々の溶質（胆汁酸、ペプシン、
アルコール）の暴露や精神的ストレス負荷は酸の存在下において食道粘膜上皮に対す
る相加的な傷害作用をきたすとともに、酸のみの暴露で認められるよりもより明瞭に
食道粘膜上皮の DIS 出現を認めることが報告されている 15) – 18) 。これらの報告と
同様に、本研究では酸と同時に亜硝酸塩溶液を食道粘膜上皮に対して暴露させたとこ
ろ、亜硝酸塩は種々の RNOS に変換され、酸暴露により発生した食道粘膜上皮の防
御機構障害を増悪させ、その障害は食道粘膜上皮の DIS 発生に十分であることを示
した。Ara らは、ラット胃単層円柱上皮を用いた Ussing chamber モデル実験で種々
の RNOS 、そのうち特に NO は tight junction に含まれる膜蛋白の機能を障害す
ることを報告しており 31) 、ラット食道重層扁平上皮を用いた本研究でも同様の機序
が考えられた。粘膜抵抗と粘膜上皮透過性の変化は、食道粘膜上皮に対する RNOS
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の暴露開始 30 分後の時点ですでに認められていることから、食道粘膜上皮の DIS 
発生機序としては、酵素誘導を伴う新たな蛋白質合成ではなく、 intercellular 
junctional complex などの蛋白質の機能的な変化と考えられた 31), 37) 。 
近年、Ara らはラット胃単層円柱上皮を用いた Ussing chamber モデル実験で 
31) 、酸と 0.1 mM という低濃度の亜硝酸塩溶液の暴露により、胃上皮の tight 
junction のような intercellular protein junctional complexes が傷害され胃粘膜防
御機構障害が発生したことから、ラット胃単層円柱上皮は管腔内で発生した RNOS 
に対する反応性が高い可能性があることを報告した。一方、本研究で検討したラット
食道重層扁平上皮では、明確な食道粘膜上皮防御機構の障害を引き起こすには 1.0 
mM 以上という、ラット胃単層円柱上皮での検討と比較して高濃度の亜硝酸塩溶液
が必要であった。以上より、食道重層扁平上皮は管腔内で酸性条件下において亜硝酸
塩から産生された RNOS に対して胃単層円柱上皮と比較して反応性が低い可能性
が考えられた。種々の RNOS、そのうち特に NO は tight junction に含まれる膜
蛋白の機能を障害することが報告されている 31), 37) 。円柱上皮は単層から構成され
るため、tight junctction は上皮の防御機構の構成において非常に重要な役割を果た
している。一方、扁平上皮は厚く重層しており、その生理的防御機構は細胞間の tight 
junction だけではなく、細胞間隙を塞ぐ intercellular glycoconjugates からも構成
されている 34), 38) 。以上のような円柱上皮と扁平上皮の解剖学的、生理学的差異は、
両上皮の RNOS に対する反応性が異なっていることの原因として考えられた。 
20 
 
本実験条件では、酸性条件下で亜硝酸塩から種々の RNOS が産生されており 26), 
39) 、そのうち実際にどの特定の RNOS が食道粘膜上皮の DIS 発生に関与している
かはっきりと断定できない。本研究のような Ussing chamber を用いた実験で発生
する総 RNOS のうち、NO の占める割合はわずかであるが 29) 、種々の RNOS の
うち NO は最も周囲組織に拡散しうる RNOS 産生物であることが報告されている
ことより 30), 40) 、NO は食道粘膜上皮の DIS 発生において最も重要な物質と考えら
れた。ヒトにおいては、胃食道逆流を伴う場合、NO の発生部位は胃食道接合部から
下部食道へ移動し、周囲組織へ速やかに拡散することが報告されている 41) 。しかし、
本研究で用いた Ussing chamber system では、還元剤であるアスコルビン酸を
Ussing chamber 管腔側に加えると、全ての亜硝酸塩は一瞬にして NO に変換され
るが 29) 、Ussing chamber system は開口部が上方へと開放されているために産生
された NO が大気中へと拡散してしまうという技術的な制限により、NO が食道粘
膜上皮の DIS 発生に直接寄与するかどうかを証明することはできなかった 31) 。そ
こで今回は、in vivo において pH 1.5 塩酸、亜硝酸塩溶液、アスコルビン酸溶液を
ラット食道内に潅流し、食道粘膜上皮を食道内腔で産生された NO に持続的に暴露
させる実験を行った。この in vivo の実験で、pH 1.5 塩酸と亜硝酸塩群において食
道粘膜上皮の DIS 発生を確認できたことより、食道内腔で産生された RNOS  は 
in vivo の状況でも食道粘膜上皮の DIS 発生に関与している可能性が示唆された。
しかし、pH 1.5 塩酸と亜硝酸塩にアスコルビン酸を加えた群においては、食道粘膜
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上皮の細胞間距離は拡大したものの、pH 1.5 塩酸と亜硝酸塩群と比較して有意差は
認められなかった。この原因としては、NO 以外の種々の RNOS の作用が重要と考
えられる他に、pH 1.5 塩酸と亜硝酸塩への暴露ですでに食道粘膜上皮の細胞間距離
は最大限に拡大し平衡状態に達しており 13) 、アスコルビン酸存在下で亜硝酸塩より
優位に産生された NO への暴露によっても、それ以上の細胞間隙の拡大は認めなか
った可能性も考えられた。 
ヒトにおいては、食道粘膜上皮の DIS は食道粘膜上皮の最も管腔側である角質層
ではなく、基底層、もしくは有棘層に優位に存在することが報告されている 36) 。ラ
ット食道粘膜上皮を用いた本研究では、今まで報告された動物実験での結果と同様に 
12), 16) 、食道粘膜上皮の DIS 発生はほぼ全ての例で基底側の数層に認められ、角質
層には認められなかった。食道粘膜上皮の DIS 発生の原因となる管腔内因子として
酸、ペプシン、胆汁酸など数種類の物質が報告されてきた 9) – 12), 14) – 17) 。これらの
物質は溶液中に存在したときにその傷害作用をもたらすが、溶液中の物質が形態学的
傷害を認めない食道粘膜上皮の角質層を通過し、食道粘膜上皮の深層である基底層付
近へ到達し食道粘膜上皮の DIS を発生させるとは一元的には考えにくい。そのため、
食道粘膜上皮内の DIS 偏在を説明する為には、管腔内因子以外の全身的な要素（精
神的ストレスの影響など）の存在も必要と考えられていた 18) 。それに対して、本研
究で検討された RNOS のうち数種類はガス形態（NO 、N2O3 、N2O4 など）で存
在することが知られており 26), 39) 、ガス形態の RNOS は食道粘膜上皮の深層へ直接
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拡散し 21), 30) 食道粘膜上皮の防御機構に影響を与えることが可能と考えられ、この
特徴的な食道粘膜上皮の DIS 偏在を説明しうる管腔内因子である可能性が示唆さ
れた。また、食道粘膜上皮は重層扁平上皮であり、基底層に存在する細胞分裂などの
細胞活動性が高い細胞から、表層付近に存在する分化し強く角質化した細胞まで、連
続的に存在している。このような部位による細胞活動性の違いが、 食道粘膜上皮細
胞の RNOS に対する感受性の違いとなり DIS の偏在性に寄与している可能性が考
えられた。 
食道粘膜上皮の DIS 発生という微細な形態学的変化は、食道粘膜上皮防御機構障
害の際に最も早期に認められる変化であると考えられている 1), 11), 12) 。本研究では 
ex vivo 、in vivo いずれの実験においても、食道粘膜上皮に対する数時間の RNOS 
暴露により食道粘膜上皮の DIS 発生を認めたが、これは食道炎の際に食道上皮に認
められる変化の初期像である可能性が考えられた。さらに Ishiyama らは、ラット
逆流性食道炎モデルに対して亜硝酸塩とアスコルビン酸を経口的に 1 週間投与し食
道内腔で持続的に外因性 NO を産生させ食道粘膜上皮へ暴露させる検討を行い、NO 
は炎症部位における組織障害を著明に増悪させることを報告した 42) 。 以上より、
食道内腔で産生された RNOS は、一部ガス形態をとり食道粘膜上皮の深層へと浸透
し、まず最初に基底層を中心に食道粘膜上皮の DIS を発生させ、paracellular 
pathway を通じて水素イオンや胆汁酸などの傷害作用をもつ物質の食道粘膜上皮内
への侵入と基底層への到達を可能とする結果、さらなる形態学的変化や粘膜防御機構
23 
 
障害をきたすという機序が考えられた。 
本研究は、ラット食道粘膜上皮を用いた検討であったが、ヒト生体内において食道
内腔で産生された RNOS と食道粘膜上皮の DIS 発生機序の関係を検討することは
今後の課題であると考えられた。 
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結論 
ラット動物モデルを用いた本研究での検討で、胃食道逆流を伴う場合にヒトの下部
食道内腔で産生される RNOS が、食道粘膜上皮の DIS 発生に関与する新たな管腔
内因子である可能性が示唆された。 
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FIGURE LEGENDS 
Figure 1；各種条件の溶液をラット食道粘膜上皮に暴露させた際の粘膜抵抗の経時的
変化 
Ussing chamber の管腔側は Krebs buffer（◆）、pH 1.5 塩酸（■）、pH 1.5 塩
酸と亜硝酸塩 1.0 mM（●）、pH 1.5 塩酸と亜硝酸塩 5.0 mM（▲）を、Ussing 
chamber の基底側は pH 7.4 の Krebs buffer を還流した。粘膜抵抗の変化は、測
定開始時の抵抗値に対する割合で表した。Krebs buffer を除く全ての群で、粘膜抵
抗は測定開始後より徐々に低下した。測定開始 180 分後の粘膜抵抗は、pH 1.5 塩酸
群で測定開始時より 34 % 低下、pH 1.5 塩酸と亜硝酸塩 1.0 mM 群で 39 % 低下、
pH 1.5 塩酸と亜硝酸塩 5.0 mM 群で 45 % 低下した。各群のデータはラット 5 匹
の値の平均値と標準偏差で表している。＋（p < 0.01）は Krebs buffer 群と比較し
て有意な差を、＊（p < 0.05）と＊＊（p < 0.01）は pH 1.5 塩酸群と比較して有意
な差を表す。  
 
Figure 2；各種条件の溶液をラット食道粘膜上皮に暴露させた際の 3H マンニトール
粘膜上皮透過性の経時的変化 
実験条件は Figure 1 と同様である。pH 1.5 塩酸群では、粘膜上皮透過性のわず
かな亢進が認められた。一方、pH 1.5 塩酸と亜硝酸塩 5.0 mM 群では、粘膜上皮透
過性は著明に亢進し、pH 1.5 塩酸群の約 10 倍を示した。各群のデータはラット 5 
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匹の値の平均値と標準偏差で表している。＋（p < 0.01）と＋＋（p < 0.05）は Krebs 
buffer 群と比較して有意な差を、＊＊（p < 0.01）は pH 1.5 塩酸群と比較して有意
な差を表す。 Krebs buffer 群（◆）、pH 1.5 塩酸群（■）、pH 1.5 塩酸と亜硝酸
塩 1.0 mM 群（●）、pH 1.5 塩酸と亜硝酸塩 5.0 mM （▲）群を表す。 
 
Figure 3；ex vivo Ussing chamber を用いた実験後の食道粘膜上皮の電子顕微鏡写
真  
Ussing chamber を用いた実験終了後、食道粘膜上皮を Ussing chamber より取
りだし電子顕微鏡による観察を行った。食道粘膜上皮の細胞間距離は、食道粘膜上皮
の基底層 3 ~ 5 層付近を中心に測定した。Krebs buffer 群、pH 1.5 塩酸群と比較し
て、pH 1.5 塩酸と亜硝酸塩群では細胞間距離の拡大が観察された。この変化は、特
に食道粘膜上皮の基底層に認められた。A）は Krebs buffer 群、B）は pH 1.5 塩
酸群、 C）は pH 1.5 塩酸と亜硝酸塩 1.0 mM 群、D）は pH 1.5 塩酸と亜硝酸塩 5.0 
mM 群の代表的な写真である。倍率は 2000 倍である。二重線は細胞間距離を示す。 
 
Figure 4；ex vivo Ussing chamberを用いた実験後の食道粘膜上皮細胞間距離 
Figure 3 での観察後、食道粘膜上皮の細胞間距離を画像計測ソフトで測定した。
各群のデータは、ラット 3 匹（各群につきラット 1 匹につき 30 箇所ずつ、合計 90 
箇所）の細胞間距離の平均値と標準偏差で表わしている。Krebs buffer 群と pH 1.5 
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塩酸群では、食道粘膜上皮の細胞間距離はほぼ同程度であった。一方、pH 1.5 塩酸
と亜硝酸塩群（1.0 mM 群と 5.0 mM いずれも）では、食道粘膜上皮の細胞間距離
は有意に拡大していた。加えて、pH 1.5 塩酸と亜硝酸塩 5.0 mM 群では、食道粘膜
上皮の細胞間距離は pH 1.5 塩酸と亜硝酸塩 1.0 mM 群と比較しても有意に拡大し
ていた。＋（p < 0.01）は Krebs buffer 群に対して、＊（p < 0.01）は pH 1.5 塩酸
群に対して、＃（p < 0.01）は pH 1.5 塩酸と亜硝酸塩 1.0 mM 群に対して有意差を
もつことを表す。  
 
Figure 5；in vivo における実験後の食道粘膜上皮の電子顕微鏡写真 
各種条件の溶液をラット遠位食道に 3 時間持続的に暴露させたのち、ラット食道
は速やかに摘出され、電子顕微鏡観察のために標本を作製した。in vivo における実
験においても、pH 1.5 塩酸のみの群では食道粘膜上皮の細胞間距離は拡大しなかっ
たが、pH 1.5 塩酸と亜硝酸塩群ではアスコルビン酸の有無に関らず食道粘膜上皮の
細胞間距離が拡大していた。ex vivo での観察（Figure 3）と同様に、食道粘膜上皮
の細胞間距離拡大は食道粘膜上皮の深層である基底層に確認された。A）は Krebs 
buffer 群、B）は pH 1.5 塩酸群、C）は pH 1.5 塩酸と亜硝酸塩 5.0 mM 群、D）
は pH 1.5 塩酸群と亜硝酸塩 5.0 mM 群とアスコルビン酸 10.0 mM 群の代表的な
写真である。倍率は 1000 倍である。矢印は各写真における管腔側方向を示す。二重
線は細胞間距離を示す。 
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Figure 6；in vivo における実験後の食道粘膜上皮細胞間距離 
Figure 5 での観察後、食道粘膜上皮の細胞間距離を Figure 4 と同様の方法を用
いて測定した。各群のデータは、ラット 3 匹（各群につきラット 1 匹につき 30 箇
所ずつ、合計 90 箇所）の細胞間距離の平均値と標準偏差で表わしている。Krebs 
buffer 群や pH 1.5 塩酸群と比較して、pH 1.5 塩酸と亜硝酸塩群では食道粘膜上皮
の細胞間距離は有意に拡大していた。しかし、pH 1.5 塩酸と亜硝酸塩とアスコルビ
ン酸を加えた群では、アスコルビン酸を加えない群と比較して、食道粘膜上皮の細胞
間距離は拡大したものの、その変化に有意な差は認められなかった。＋（p < 0.01）
は Krebs buffer 群と比較して、＊（p < 0.01）は pH 1.5 塩酸群と比較して有意差
があることを表す。N. S. は有意差がないことを表す。 
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